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Use of enzymatically active proteins, specific for cell wall lysis of Listeria 
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Abstract 



Enzymatically active proteins, causing cell wall lysis, formed by bacteriophages of the genus Listeria during expression of 
late genes (phagolysine) are used for the selective control/decontamination of pathogenic bacteria of genus KListeria 
(Listeria monocytogenes) in and on food during prepn. and storage. The phagolysine compsn. contg. one or more 
phagolysines, is applied during or after the prodn. or in the food prodn. plant. 
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© Verfahren zur aelektiven Bekampf ung von Listeria monocytogenes in Lebensmitteln durch Phagolysine aus 
Listerlaphagen 

© Alia nlcht abschliefiend kefrnt6tend behandetom Lebena- 
mtttel kfinnan potentlali mlt pathoganen Ustarlen kontamt- 
niert sein. Eine geziette naturliche Wotogiache Bekampfung 
war bEahar nlcht mdgilch, da durch Zusatz von varfOgbaren 
lytisohan Enzymen auoh andere Organiamen (Retfungsflora) 
geachidlgt warden. Das naua Verfahren arlaubt eine apezifi- 
ache Bekampfung von Listeria ohne Beelntrtchtigung ande- 
rer Bakterien. 

Es warden Priparate von lytischen Enzymen (Phagdyaine) 
varwendet, welohe von Bakteriophagen dar Gattung Uatoria 
(unter anderam Liateriaphaga A511) wfihrend der spdten 
Genexprossron gabUdat werden, um die Wtrtazellen zu 
lysieren. Das hochaktlve Protein 1st Usterla-apezmach zell- 
wandlytiach wirksam und hat kalne Framdaktivttat gegen- 
ttber anderen eukaryonten Oder prokaryonten Organiamen. 
■ Es 1st deshaJb Inabaaondere gesundheWteh unbedenkilch. Ee 
| wird antwadar aua viralen Lyaatan oder aus rekambinanten 
Produzenten gewonnen, aufgereinigt und kann dam Lebana- 
, mlttel zugaaetzt werden. 

Das beschriebene Verfahren eignet wch zur aelekttven 
Bekflmpfung/Dekontam Ination dea human pathogenen Bak- 
teriums Listeria monocytogenes in und auf Lebensmitteln 
odar in LebansmitteJprodukttonwin lagan, Elna soJcha selekti- 
ve Bekampfung war biaher nicht mdglich. 
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Beschreibung geschlossen werdeo. Damit sind Phagolysine als Le- 

bensmfttehusatzstoffe qualiffadert Das Phagolysin kann 
in einer standardirierten Form fa die Rohstoffe geffihr- 
1. Bezeichnung der Erflndung deter Lebensmlttd dngebracbt, vor oder wahrend ge- 

$ gebener Produlttionsschritte dem Lebensmhtel oder 
Verfahren zur selektiven Bekflrapfung von listeria der Anlage zugesetzt, dem fertlgen Endprodukt bdge- 
monocytog nes in Lebensmitteln durcfa Phagolysine aus mischt oder aufgetragen werden, urn eine Kjontamina- 
Listeriaphagen tion der abgegebenen Lebensmlttel mit humanpathoge- 



Z Gebiet der Erflndung io 



nen Listerien zu bekfimpf en. 

5. HersteDung der Phagolyrinprflperate 



Bin bekaimtes Problem der Lebensmittelhygieiie ist 
der Befall verschiedenster Lebensmhtel mh dem hum- Die biochemische Isolation wurde bis zur Reinheit 
anpathogenen Bakterium listeria monocytogenes. durchgefUhrt und das Phagolysin in oa. Wdse getestet 
Wenn imtnungeschw&chte Personen (Kranke oder alte 15 Aus mit Listeriaphagen infizierten Listeriazellen lfiflt 
Personen, schwangere Frauen) infiziert werden, kdnnen sich mit dem getesteten Verfahren Phagolysin gewin- 
ernsthafte Erkrankungen mit Todesfolge resultieren. nen. Ebenf alls kann mh diesen Verfahren Phagolysin aus 

rekombinanten, das Phagolysin-Gen enthaJtenden 
1 Stand der Technlk Escherichia ooB-St&nxnen prflpariert werden. Dazti 

20 werden die phagolysfa-codierenden Gene aus den Ge- 

Als GcgenmaJnahrae wurde vorgeschlagen. dem Le- nomen der Listeriaphagen isoliert und in Expressions- 
be nsmittel Lysozym aus HOhnereiklar (Zeitschrift *Ap- vektoren in dem Bakterium Escherichia ooli subkloniert 
plied and Environmental Microbiology', Jahrgang 55, Die Synthese von Proteinen mittels soldier Expression- 
1989, Seiten 631 -638) oder von anderen Bakterien ge- vektoren kann in hoher Ausbeute in R coll durcbgefuhrt 
bildete Bakteriozine (Zeitschrift "Applied and Environ- 25 werden. 
mental Microbiology", Jahrgang 54, 1988, Seiten 

2349—2353) zur Bekfimpfung oder Inhibition von Liste- 6. Gewerbliche Nutzung 

rien in Lebensmitteln zn verwendea. Alle bisher vorge- 

schlagenen Verfahren sind jedoch fehlgeschlagen. wetl Produktion und Verkauf von Phagolysin-Prflparaten 
die Zusatzstoffe biologischer oder ohemischer Natur a> an Lebensmhtelhersteller. Bisher gibt es keine Alterna- 
den Nachteil aufweisen, dafl nicht nur Listeria, sondern tive zu diesem Verfahren zur selektiven Bekfimpfung 
auch viele oder sogar alle anderen Bakterien in den von listerien in Lebensmitteln. 
behandelten Produkten geschtdigt oder getGtet wer- 
den. Dies ist besonders nachteilig bei mit Starterkultu- 7. Ausfflhrungsbeispiel 
ren hergestellten Lebensmitteln wie KAse oder Dauer- 35 

fleischwaren; gexade diese sind aber besonders Liste- Zur Herstellung von Wdchkflsen des Typs Ttot- 
rien-gefohrdet Das im folgenden beschriebene Verfah- sdunierek&sc*, welcher oft mit Listerien kontaminiert 
ren weist diese NachteUe nicht auL ist, wird Kesselmflch zur Milchafiurebildung und Dickie- 

gung mit SMuenrngskuhnren versetzt Durch die schon 
4, Beschreibung der Erflndung 40 hier erfolgende Zugabe von Phagolysinen kdnnen die 

schon in der Milch oder der Starterkultur vorhandenen 

Insgesamt wurden zahlretche listeriaphagen be- Listerien entfernt werden. Im weiteren Veriauf der K&- 
schrieben, darunter zahlrekhc eigene Isolate, insbeson- sehersteHung wird wiederholt eine Oberflfichen-Rot- 
dere der einzige virulent© listeriaphage A511 mit au~ schmierekultur auf die Kflse aufgebracht, welche mit 
Berordentlich weitem Wirtsbereicfa aus meinem Labor. 45 Listerien kontaminiert sein kann. Bine gteichzeltige Ap- 
Lbteriaphagen injizieren ihre DNA in Listeria-Wirts- plikation der Phagolysine zu diesem Zeitpunkt unter- 
zellen. Um nach AbschliiB der Inf ektion die in der Wirts- bindet wirkungsvoll die Bntwicklung der pathogenen 
zelle neugebildeten Listeriaphagen freizusetzen, wird Organismen. Hfiufig erfblgen die Kxrataminationen auch 
als finales Genprodukt wahrend der Expression der spa- dureh mangelhafte Lagenmgs- und Reif ungsbedingun- 
ten Phagengene ein zeOwandlytBches Enzym (Phagoly- 50 gen, wobel Listerien auf die Kfise gelangen. Das Vor- 
sin) gebildet Die Phagolysine von Listeriaphagen sind handensein von Phagolysinen auf den Kftseoberflflchen 
spezifisch aktiv gegen Zellwande von Bakterien der wOnde diesen Rekontaminationen jedoch entgegenwir- 
Gattung listeria, wie in entsprechenden Versuchen ken. Da die Enzyme ein sehr spezifisches, ausschliefllich 
nachgewiescn wurde, Auch die externe Zugabe gerei- gegen listerien gerichtetes Aktivit&tsspektrum aufwei- 
nigter Lysozyme in geringsten Konzentratkmen zu Li- 55 sen und keine Fremdaktivitaten haben, fat die Entwick- 
steria fQhrt zu deren Lyse und damit zum Zelltod (bakte- lung der gewfinschten Rotschmiereflora nicht gehindert 
nozide Wirkung). Die diesen Experimenten zugnmde- Die Aufnahme der Phagolysine durch den Verzehr der 
Uegende Prfiparation und Charakterisierung von Pha- Kfise ist deshalb ebenf alls v61fig unbedenklich. 
goiysin aus Listeriaphagen so wie die begonnene Cha- 
rakterisierung der zugehftrenden Listeriaphagenge- go Patentanspruch 
nome wurde noch nirgendwo publiziert 

Durch die Zugabe, Beimischung, Obcrflflcfaenbehand- Verwendung von zellwandlytischen, enzymadsch 

lung zu, in und von Lebensmitteln sowie in Lebensmit- aktrven Protdnen, welcfae durch Bakteriophagen 

telproduktionsanlagen mittels der spezifisch wirksaraen der Gattung Listeria wahrend der Expression der 

Phagolysine I&flt sich eine selektive Ellnrfnlerung von 65 spItenGen gebildet weixien (Phagolysin Izurse- 
Listerien rreicheii, ohne andere (erwQnschte) Organis- lektiven BekAmpfung/Dekontamination von patho- 

gen zu beeintrftchtigen. Deswdteren kann eine andere genen Bakterien der Gattung Listeria (listeria mo- 

Wirkung/Aktivitat der Lysine in irgendeincr Weise aus- nocytogenes) in und auf Lebensmitteln, wfthrend 
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deren Her stdlung und Lagerung, wobei die Phago- 
lysmprlparatkmen, wetche dn oder mehrare Pha- 
golyslne enthalten ktanen, dem Lebensmktel wflh- 
reod oder nach der Heratellung zngesetzt oder in 
die Lebensmitteiproduktk>n*uilage eingebracht 5 
-werden. 
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